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【要約】 
 
 
 
 
 
Analysis of alternative allele specific expression in esophageal squamous 
cell carcinoma with combination of exome sequencing and mRNA 
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【背景】 
食道扁平上皮癌は手術をはじめ、化学療法、放射線療法をあわせた集学的治療
がなされるにもかかわらず、一般的には予後不良であり、新たな治療法につい
ての知見が常に求められている癌種である。一方、ヒトゲノム計画とその後の
次 世 代 シ ー ク エ ン サ ー の 登 場 以 降 、 International Cancer Genome 
Consortium(ICGC)や The Cancer Genome Atlas(TCGA)といった国際コンソ
ーシアムにより様々な癌種における遺伝子異常についての報告がなされてきて
おり、遺伝子異常の観点から癌をとらえる、という研究手法が非常に活発とな
ってきている。そこで、我々は食道扁平上皮癌患者より採取された検体に対し
て、次世代シークエンサーを用いた全エキソーム解析および mRNA 解析を施行
し、今後の食道扁平上皮癌の治療に有用な情報の検索を試みた。 
 
【対象・方法】 
当研究は千葉大学附属病院食道胃腸外科を受診した食道扁平上皮癌症例２５例
を対象とした。２１例については初回上部消化管内視鏡検査時に生検を施行し、
腫瘍部の組織を採取した。また、４例については手術により切除された標本よ
り腫瘍部および正常食道組織を採取した。これら腫瘍および正常食道組織から
それぞれ DNA と RNA を抽出し、HiSeq2500 を用いた全エキソーム解析および
mRNA 解析を行った。全エキソーム解析においては腫瘍部と血球を比較し、
mRNA 解析については腫瘍部と正常食道組織を比較した。 
 
【結果】 
・	 エキソーム解析 
解析の結果、１例あたり３５個から２１００個、２５例あわせて４５７６個
の体細胞変異がタンパクコード領域内に検出され、そのうち３７１遺伝子中
の３３３３個の変異が非同義置換変異であった。これら３７１遺伝子のうち
２３遺伝子ついては過去の食道扁平上皮癌のエキソーム解析に関する報告
でも有意に変異が観察される遺伝子として報告されている遺伝子であった。
この中で特に TP53遺伝子については２５症例中２２例と最も多くの症例で
変異が観察されており、MutSigCV を用いた解析においても有意な変異との
結果であった。その他の遺伝子では ZNF750遺伝子の変異が２５例中５例に
認められ、TP53とともに MutSigCV において有意に高頻度と判定された。 
・	 TP53における変異と遺伝子発現 
TP53 における変異にはナンセンス変異、ミスセンス変異、スプライシング
変異、フレームシフト欠失が見られた。p53 タンパクは transactivation 
domain、proline rich domain、DNA binding domain、oligomerization 
domain の各機能的 domain を持つが、今回観察された変異のうち、ミスセ
ンス変異１１個は全て DNA binding domain に存在していた。DNA binding 
domain は p53 の転写調整因子としての機能に関わる領域であり、この領域
内のミスセンス変異により下流の遺伝子発現調節が変化する可能性は十分
に考えられた。その他のナンセンス変異やスプライシング変異、フレームシ
フト欠失についてはDNA binding domainを含む各domainに分布していた。 
次に変異の発現に対する影響を調べるために RNA について検討した。発現
量については正常と比較して腫瘍で低下していたが、特にミスセンス以外の
変異を持つ症例において低下していた。RNA の isoform を観察するとこれ
らの症例では非標準的な splicing variant が検出されており、DNA における
変異の検出頻度と比較すると variant が検出される頻度が非常に高かった。
これは正常アレルを持っているにもかかわらず正常 RNA が発現していない
ことを意味し、アレル特異的発現変動の存在を示唆する結果であった。また、
ミスセンス変異においても DNA における変異アレルの検出頻度と RNA に
おける変異アレルの検出頻度が著しく異なる例が多く存在し、同様にアレル
特異的発現変動の存在が示唆された。 
 
・	 ZNF750におけるアレル特異的発現変動 
ZNF750 遺伝子は近年食道扁平上皮癌において変異の報告がなされており、
特に癌抑制遺伝子としての機能が注目されている遺伝子である。ZNF750 に
ついても TP53 と同様遺伝子変異と RNA の発現について検討したところ、
変異が検出された５例中、３例でアレル特異的発現変動が観察された。 
 
・	 体細胞変異全体を対象としたアレル特異的発現変動の解析 
次に、TP53および ZNF750において認められたアレル特異的発現変動につ
いて遺伝子全体における発生状況について調べるとともに、癌病態における
その影響について検討を行った。全てのミスセンス点突然変異について、
DNA における検出頻度と RNA における検出頻度を比較したところ、325 遺
伝子において変異アレルの検出頻度が DNA に比べて RNA において有意に
増加しているということがわかった。これらの遺伝子について、KEGG 
pathway term を用いた pathway 解析を行うと Cell cycle pathway、TGF-
β signaling pathway、Notch signaling pathway といった癌関連 pathway
の遺伝子が多く含まれることがわかった。さらに、腫瘍部と正常部で発現量
に 2 倍以上の差がある遺伝子について同様な pathway 解析を行うとやはり
Cell cycle pathway の遺伝子が多く含まれており、このようなアレル特異的
発現変動により下流の遺伝子発現が影響を受けている可能性が示唆された。 
 
【考察】 
アレル特異的発現は主に性染色体におけるインプリンティングとして以前より
指摘されてきていた現象である。一方で、近年次世代シークエンサーを用いた
single cell を対象とした解析などにより常染色体上の遺伝子においても以前考
えられていたよりはるかに多くの片アレル発現が起こっているということが指
摘されてきている。また、癌においてもアレル特異的発現をきたす遺伝子の数
が癌組織において有意に増加している、との報告もある。現在、国内外でゲノ
ム情報の臨床応用へ向けた取り組みが始まろうとしている。アレル特異的発現
の存在は変異があることと変異が発現していることが同義でないことを示唆す
る現象であり、今後の個別化医療の実現のためにもこの現象についてより詳細
な検討が重要であると考えられる。 
